This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



® 



Europalsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ6en des brevets 



@ Numero cte pubRcatkm: 



0 226 I 

A1 



Document 16 
Appl.No. 09/189,702 



® 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



@ Numferodedepol: 86402717.2 
@ Datededepol: 08.12.86 



@ Int. a*: C 07 K 5/00 

C 07 K 7/00. A 61 K 37/64. 
G 01 N 33/569, C 12 P 21/02 



@ Priortte: 06.12.85 FR 8518155 

@ Date de publication de la demande : 
24.06.87 Bulletin 87/26 

@ Etats contractants d^stgnds : 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL SE 

@ Demandeur: INSTTTUT PASTEUR 
25-28, rue du Docteur Rom 
F-75724 Paris C^ex 15 (FR) 

@ Inventeur: AuHray, Charles 
30, rue des Moissonneurs 
F-94440MarollesenBrie (FR) 



Montagnler, Luc 

21, rue de Malabry 

F-92350 Le Plessis Robinson (FR) 

Klatzmann, David 
84, Quel de Jemmapes 
F-75011 Perls (FR) 

Rsher, Alain 

15, passage Trubert-B^IIer 
F-75013 Paris (FR) 

Charron, Dominique 
10, rue de Reims 
F-75013 Paris (FR) 

@ MarKJataire: Gutmaim, Ernest et al 

S.C. Ernest Gutntann - Yves Ptasseraud 67, boulevard 

Haussmann 

F-75008 Paris (FR) 



@ Peptides capables d'Inhiber les interactions entre des antfg^nes et les tympfiocytes T4, prodults qui en sont d^6s et 
leurs applications. 

(g) L invention concerne un polypeptide ayanl la capacity 
d inhtber l interaction du virus tenu pour responsable du SIDA 
avec les r^cepteurs T4 pones par les lymphocytes T4. Ce 
peptide est choisi parmi ceux qui sont repr6sent6 parmt les 
formules generates : 

X RFDS Z 

X SDF R Z 

X SOAR Z 

X RADS Z 

dans lesquelles X est un atome d'hydrog^ne ou un groupe 
pepttdtque. Z est OH ou un groupe peptidique. et les autres 
lettres designent des aminoactdes spectfiques (nomenclature 
de designation a une lettre des aminoactdes). 
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Description 

Peptides capables d'inhiber les interactions entre des antigenes et tes lymphocytes T4. produils qui en sont 

derives et leurs applications 

^invention cor>cerne des peptides derives des antigenes de HLA de classe It. de Tantigene T4 el de 
5 proteines HIV capables d'inhiber les cooperations celluiaires entre tes macrophages, les lymphocytes el tes 
lymphocytes B. 

L' invent ion concerne en particutier des peptides ayant la capacite d'inhiber I'interaction du virus tenu pour 
responsable du SI DA (syndrome d*immur>od6ficience acquise) avec les recepteurs T4 portes par les 
lymphocytes T4 el. plus generalement d'exercer un elfet immunomodulateur a regard des interactions entre 

10 les macrophages el les lymphocytes' T auxtHaires. d une pari, et ces derniers el les lymphocytes B. d'autre 
part, des lors que ces interactions sont normalement medi6es par des recepteurs lymphocytaires codes par 
des complexes majeurs d autohistocompatibilite de classe II (anlig6nes HIA de classe II chez I homme). En 
d autres lermes. rinvenlion conceme plus particulieremeni des peptides capables de moduler les reponses 
cellulaires mettani plus parliculi6rement en jeu des antigenes susceptibles dinduire des reponses 

15 immunitaires normalement mediees par des antigenes Hl^ de ctasse II. par exemple du type HLA DR. 

Certains virus lymphotropes interferent avec ces reponses cellulaires. en particulier des virus tenus pour 
responsables du SIDA. 

De tels virus ont ete iso!6s par plusieurs equipes. lis ont ete designes sous des abreviations diverses : I^V, 
KTLV-IIK ARV2, etc.. Ces virus, denommes ci-apres sous Tabr^viation ta plus generate HIV (anciennement 
20 LAV/HTLV III), possedent en effet un Iropisme specifique pour les lymphocytes T4. L'acces du virus aux 
lymphocytes T4 peul cependani elre bloque in vitro, lorsque ces derniers ont au prfeaiable e\§ incub6s en 
presence d'anticorps monoclonaux (par exemple ceux commercialisms . par la firme ORTHO sous la... 
designation OKT4) qui bloquent les recepteurs T4 de ces lymphocytes. C*est par r6f6rerKe d la capacity de 
ces anticorps monoclonaux de bloquer ces sites T4, qu'il sera fail plus particulieremeni rel^rence dans ce qui 
25 suit, a Taffinite des virus LAV pour les recepteurs T4 des lymphocytes T4. 

Les antigenes metlant en jeu des antigenes inducteurs de r6ponses immunitaires relevant des antigenes 
HLA de classe II ne sont evidemment pas limiles a ceux presents dans des virus HIV. On mentionnera. a litre 
d'exeniple de ces autres antigenes les virus.de la grippe (influenza). d*Epstein-Barr. des rhinovirus, etc... 
L'invention conceme egalement diverses applicatior^s de ces peptides et des produils qui peuvent eh elre. 
30 derives, par 'produils deriv6s de ces peptides', on entend des produils reconnus Immunologiquement par 
des anticorps qui reconriaissent dgatemenl ces peptides qu. encore, des produils susceptibles d'exercer. 
sensiblement les memes efJels au niveau des susdites mediations cellulaires. 

A litre d'exemples d'applications de ces peptides, on peul mentionner le diagnostic, voire le Irailement ou la 
prevention des rnaladies controlees par les interactions entre les nr>olecules HLA de classe H et Tantigene T4. 
35. parmi lesqiiielles les maladies induites par HIV. 

D autres applications de ces peptides peuvent s'adresser a la detection de ceux des antigenes qui sont 
susceptibles dinduire des reactions immunitaires relevant de certaines categories d'antig^nes HLA de classe 
II. par exemple de HLA-DR. 

D'aulres applicatioris de ces peptides s adressent. en variante. et lorsque le type d'antigene HLA 
40 susceptible de medier les reactions immunitaires induites par un antigene determine, a leur utilisation dans 
des tests visanl ^ etudter in vitro Teffel immunomodulateur de substances a letude. 

L*invenl)on decoule de I'hypolhese initiale laite par les inventeurs que Tinfeclion des lymphocytes T4 par les 
virus LAV et le pouvoir pathogene de ces derniers tenaient a leur capacity d'interferer avec des sequences 
peptidiques concernees apparter^t aux antigenes r^gutant tes capacites de reconnaissance par ces 
45 lymphocyles de cellules porteuses de ces antigenes viraux. lorsque ceuxci leur sont pr^sentes par tes 
macrophages, par Tintermediaire des recepteurs lymphocytaires appropries. Parmi ces antigenes, on 
mentionnera plus p>articulierement ceux qui sont constitues par des complexes majeurs d*auto-histocompall- 
birrt6. connus sous Texpression anglaise "self major histocompatibility complexes" et rabrevtalion % 
correspondante MHC. qui sera souvent utjKsee dans ce qui suit Les antigenes codes par le MHO sont appeies 
50 HLA chez rhomnr>e. 

Les fonctions des divers types de lymphocytes T4 ou T8 imptiqueni des interactions avec les molecules 
codees par le sysleme MHO de classe II pour les T4 et de classe I pour les T8. 

Leurs interactions respectives paraissenl mediees par des molecules auxiliaires, parmi lesquelles des 
antigenes de differentiation T-cellulaires (nolammenl aniigenes T4 et T8) el des molecules qui ont 6t6 d§crites 
55 comme facteurs polentiels d adhesion aux cellules. Pour plus de details, on peut se reporter iaux publications 
de (11), (12) et (13) identiliees a la fin de la presente description. 

Les recherches qui ont aboutt a la presente invention ont ete fondees sur ta recherche de sequences 
peptidiques qui pourraient elre tenues pour responsables des capacites d'adhesion muluelle. d'une part des . 
lymphocytes T4 el, d'autre part, soil des antiger>es MHC de classe 11 qui sont susceptibles de les reconnallre. 
60' soit des virus LAV. doni on presuppose qu'ils pourraient 'mimer" Taction desdils aniigenes vis-^-vis desdits 
lymphocytes. 

Ces hypotheses ayant ete posees. les inventeurs onl mis en evidence I'existence de sequences peptidiques 
communes aux chaines a de nombreux anltger>es MHC de classe L aux chaines p des antiger>es de classe II el 
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k une proteine codable par Tune des regions de lecture ouverte que Ton retrouve dans les genomes des 
cfifff^rentes especes de souches LAV qui ont et6 isol^es. La mise en Evidence de cette s^uence commune, 
consistant en une sequence tfetrapeptidique Arg-Phe-Asp-ser est d'autant ptus remarquable qu'erte se trouve 
dans la seule region d'homologie connue a ce jour dans nombres des antig^nes des classes I et 11 dont les 
sequences polypeptidiques partiefles ou totales onl §16 analys6es (18) et (19). 

Dans ce qui suit, on fera souvent appel a* la nomenclature offfcteUe relative aux designations des 
aminoacides naturels par une leltre unique, nomenclature que Ton rappelle ci-dessous. 

M methionine 

L leucine 

I isoteucine 

V valine 
F phenylalanine 
S serine 
P proline 
T threonine 
A alanine 

Y tyrosine 
H histidine 
Q glutamine 
N asparagine 
K lysine 

D acide aspartique 
E acide gtutaminique 
C cysteine 

W tryptophane 25 
R arginine 
G glycine 

En consequence la sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-Ser est designee dans la nomenclature susdite 
par RFDS. 

Les sequences tetrapeptidiques codables par le genome de LAV sont con-eiables k une phase de lecture 3d 
ouverte presente dans la partie d*extremite 3' qui chevauche la "region de repetition Ibngue" (de Tahglais 
*long terminal repeat") dans la region U3 du genome (20)J1 a dej^ ete suggere que parmi les proteines 
par la phase de lecture ouverte de la region d'extremite 3'. il pouv^ y en avoir une qui, soil consisterait en un 
r6gulateur de transcription (21). soit interviendrait dans la cytotoxicite d regard des cellules T (20). En 
particulier une proteine F (p27) a ete mise en evidence par Allan el at dans Science, 15 novembre 1985. 230. 35 
p. 813. Cette proteine F contient la sequence RFDS- ~ 

Plus particulierement encore, on observe un dipeptide commun EL situe dans la meme region d'homblogie 
dans de nombreux ahtigenes de classe II et dans la sequence peptidique codable coricem6e des virus LAV. et 
e la merne distance (9 residus aminoacide les separent) de la sequence tetrapeptidique precederite du cdte*de 
Textremite C-terminale de celle-ci. tant dans les antigenes de classe 11 que dans lesdites sequences codables 40 
du genome de U\V. Ce dipeptide est inexistant dans les regions d'homologie correspondantes des antigfenes 
de classe I. 

De meme, on observe fr6quemment, du cote de Textremite N-terminale du tetrapeptide une sequence 
dipeptidique (RE) commune entre la susdite region d'homologie des antig6nes de classe II et le polypeptide 
codable correspondant du genome des virus LAV, si ce n est que dans la susdite region d'homologie, cette 45 
sequence dipeptidique est separee de la sequence RFDS par 3 r6sidus aminoacide et dans le polypeptide 
codable du vims par 4 residus aminoacide. Une sequence dipeptidique SL est egalement pr6sente. EHe est 
separee de RFDS par 13 acides amines. Cette sequence pourrait jouer un r6le dans la ftxatron du virus HIV ou 
de la proteine F sur la proteine T4. 

Les resultats des observations qui ont ete faites resultent du tableau ci-apres dans lequel ont ete so 
rapportees les parties des sequences peptidiques en cause, contenues dans les polypeptides inilialement 
etudies ou sequences el appartenant aux antigenes des classes I el II decriles dans les publications (19), (26). 
(27). (28). (29). (30) et (31) ou codables par des regions de lecture ouverte des ADNs correspondants de 
difterenls types de virus LAV (20). (21). (22) et (23) dans lesquelles les 
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HLA 



A3 
A28 

a 

Aw24 

B7 

B27 

B40 

Cw3 

12.4 

27.1 
QIO 



Lapin RLA 



20 ^ 30 

P P F I A V G Y Y 0 D T Q F V 
P R f I A V G Y V D 0 T C F V 



40 



50 



Classe I 



H-2 



P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 

P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 



0 P T 
DDT 
D N K 
D tl T 

D ri n 
D n T 
DDT 
DDT 



PRFI IV6YVDDTQFV 



R r D s 


}AASQRHEP 


R A P 


R F 0 S 


}AASQRHEP 


R A P 


R F D S 


DAASQRMEP 


RAP 


R F D S 


OAASQPKtP 


R A P 


R F C S 


}AASPRcEP 


R A 


P 


R F D S 


DAASPREEP 


RAP 


K F D S 


[>ATSPRHEP 


RAP 


R F C S 


30ESPR6tP 


RAP 


R F D S 


30ASPREtP 


RAP 


R F 0 S 


DACHPRYEP 


R A 


R 


R F 0 S 


DACriPRFEP 


RAP 


P F D 5 


DAEKPRYER 


RAP 


R F 0 S 


DAENPRYEP 


R A R 


R F D 5 


D A E « P R Y E P 


R A P 


R F 0 S 


DAEMPRHEP 


R A R 


R F D S 


DAENPRYEP 


R A R 


P F.D S 


DAETPRMEP 


RAP 


R F D S 


OAASPRMEORAP 


R F P S 


nVGEFRAVT 


Fl] 


G 


R T Ci S 


DVGEFRAVT 
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R F D S 


DVGEFRAVT 
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R F 0 S 


CVGYYRAVT 




G 


R F n S 


D V 6 V Y R A V T P Q G 


R F n ^ 


DVGVYRAYTPQG 


R F 0 S 


DVGEFRAYTP Q G 


R F 0 5 


0V6YYRAYT 




G 


R F D S 


OVGEYRAVR 




G 


kQc S 


OVGEYRAVT 


E L 


G 


R F 0 S 


OYGEFRAVT 


E L 


G 


P F 0 S 


OVGEFRAYT 


E L 


G 


R F D S 


DVGEYRAVT 


E L 


G 


r [Do s 


CVGEYRAYT 


E L 


6 


P F 0 S 


D Y G E Y R A Y T 


E L 


G 


RlYl O S 


DVGEHRAYT 


E L 


G 


R F 6 S 


OYGEYRAYT 


E L 


6 


R F 0 S 


OYGEFRAVT 


E L 


G 


R F 0 S 


DYGEFRAYT 


E L 


G 


R F D S 


RLAFHHVAR 


E L 


H 


f R F D S 


RIAFHHMAR 


E L 


H 


1 R F D S 


KLAFHKNAR 


E L 


H 


t R F D S 


RLAFIIHYAR 


E L 


H 



HLA 



Classe II 



H-2 



DP2 
DP3 

DP4; 

OQl 
DQl 
PQ3 
0Q3 
DQ4 

0R4,w6 

DP5»w6 

DP3,w6 

0R2 

DP2 

^.aJ 

i.eJ 
i-e"^ 



Q 
Q 
Q 

Y 
Y 
V 
V 
Y 
V 
Y 
Y 
V 
V 



R F L 
R Ft 
R F L 
R'G V 
R L V 
R L 
I 
L 
F 
L 
Y 
F 
F 



R Y 

R Y 

P Y 

R H 

R Y 



N R E 
N RE 
U RE 



H 

n 

Vt 
K 
tl 

H H 
H H 

H u n 

Y N q 

Y M Q 



EE 
E E 
E E 
E E 



IRLYTRYIYHREEYV 



I R I Y I n Y 

I R Y Y T R Y 

V R F L E R F 

V R L L E R Y 

V R L L Y R Y 



I Y N R E E Y 

I Y W R E E Y 

I Y tl R F E N 

F Y N L E E N 

F Y N L E E N 



SIDA 



lAVla 
HTIYMI 
ARY2 
LY 



S L H G H 

S L H G H 

S L H G M 

S L H G r< 

170 



E V L 

E V L 

t Y L 

E Y L 

180 



190 



sequences peptidiques communes ont ete amenes en regard mutuel. 
65 Dans ta partte gauche du tableau sent tndiqu^s les antlgenes dont les sequences peptidiques rrK>ntr6es 
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sont rediqu6es. Les sequences peptkJlques communes sont encadr^es. 

Ces observations sont a ta base de Tinvention. laquede a, ^ son tour, confirm§ ta validit6 des hypotheses 
initiatement pos6es. La synthese de peptides contenant de teHes sequences a confinm6 la validity de 
I'hypothdse tntitialement faite. Des peptides <:ontenant ta sequence RFDS se sont r6v6l6s capabtes d*adh6rer 
aux lymphocytes T4 et d pr6venir radh§sion du virus LAV sur les lymphocytes ainsi modrfifes. Ces peptides se 5 
sent ainsi reviles comme constituant Tun des determinants intervenant dans la reconnaissance mutuelle des 
lymphocytes et soit des susdits antigdnes. soit des virus LAV. d'ou Texpression 'peptide adh^siotope* qui 
sera utilisee dans ce qui suit. 

A I'instar de ce qui a ete observe dans d'autres systemes qui ont 6t6 decrits, par exemple celui qui a conduit 
a la determination du site de reconnaissance de nombreuses cellules eucaryotes par la fibronectine (1), (2) et 10 
(3) (site qui s'est trouve etre localise dans une sequence RGDS), on a constate que dans le cas de Tinvenlion. 
le peptide RFDS pouvait eire remplac6 par un peptide ayant une sequence invers6e (*forme miroir"), 
c est-A-dire le peptide SDFR. 

Dans la mesure ou le site RFDS est porte par te vims LAV ou par les antigenes MHC spdcifiques des 
lymphocytes T4 (ou d'autres lymphocytes, tels que les lymphocytes T8), il en d6couIait aussi ta possibilite que 15 
les molecules T4 des lymphocytes eux-mdmes devaient comporter des sequences peptidiques definissant les 
sites susceptibles d'intervenir dans la reconnaissance mutueHet susdite. L'invention devait ainsi permettre de 
reconnaitre que cette sequence devait normalement etre formee par Tun des peptides RADS ou SDAR, en 
raison de leur configuration spatiale et des charges portfees par certains de leurs r6sidus aminoacide (charges 
compiementaires de celles des residus charges de RFDS ou SDFR). 20 

Les conditions qui precedent peuvent etre illustrees par le sch6ma suivant : 

MHC RFDS > 

25 

+ 

<... . .S D A R T4 30 

L'invention coiicerne done pliis particulierement tout peptide contenant au moins une sequence . 
tetrapeptidique choisie parmi RFDS, SDFR, RADS qui constitue un site present dans la mol6cule T. ou SDAR. 
ce peptide presehtant une configuration telle que la sequence tetrapeptidique soit exposee dans des 55 
conditions lui permettant dinteragir avec un recepteur cellulaire, tehu de conserver ses proprietes 
d'adhesiotope. 

A cet egard on remarquera que la glycoproteine d'enveloppe des LAV contient 6galement une sequence 
: tetrapeptidique SDAR (dans ARV 2) ou SDAK (dans LAV, LV. HTLV til). 

P'une facon generate, les peptides selon Tinvention peuvent etre choisis parmi ceux qui sont representes 40 
par les formules generates : 

X RFDS Z (I) 

X ^ SDFR : 2 (II) 

X SOAR Z (111) 

- X R A D S Z (IV) 45 

X ___SDAK- Z(V) 

dans lesquelles X est un atome d'hydrog^ne ou un groupe peptidique avec une extr6mit6 N-terminale et Z est 
un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-terminale. ces peptides X et Z ne contrevenant pas, 
lorsqu'ils sont eux-memes constitues par des sequences peptidiques. k la necessity rappelee plus haut 
d'autoriser Texposition de la sequer)ce tetrapeptidique. 50 

Des peptides^ preteres selon Kinvention sont constitu6s par les tetrapeptides eux-mSmes. Des peptides 
plus actifs sont ceux qui contiennent dans une meme structure Tun des tetrapeptides sus-indiques. Des 
peptides intermediaires preferes sont ceux qui sont constitues par des acides amines h'influerxjant pas ta 
morphologie d ensemble du peptide total, par exemple une chaine comprenant de 2 a 10 residus alanine. 

D'une fapon generale. le choix des groupes peptidiques pouvant etre associes aux sequences 55 
tetrapeptidiques selon Tinvention (ou dont l*utilisation devrait etre evitee) peut etre guide par ^utilisation de 
programmes permettant ta modelisation des configurations des polypeptides susceptibles d'etre obtenus au 
terme de l assemblage de series predetermir^ees d'aminoacides. De tels programmes ont notammenl ete 
decrits par (14). (15) et (16). 

D autres peptides preieres conf ormes d Tinvention sont ceux qui peuvent etre repr6sent6s par les formules GO 
suivanles (dans lesquelles chaque tiret represente un residu d'aminoacide) : 
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X R r D 5 EL ■— Z (VI) 

X r- RE — - R F D S ;- Z (VII) 

^ X RE — - R F D S EL Z (VIII) 

dans lesquelles X el Z ont les significations sus-indiquees. 

Des peptides parlicuHerement preferes conliennent des sequences polypepttdiques choisies parmi : 
10 REVLE WRFDS RLAFHHVAREL (IX) 
REVLEWRFDSKLAFHHVAREL (X) 
REVLEW RFDS KLAFHHMAREL (XI) 

respectivemenl issues des sequences codabtes contenues dans les genomes de LAV la. HTLV III. ARV2 el LV 
rappelees dans le tableau. Les elements de sequence soulignes correspondent aux sequences davantage 

75 sp6cifiques qui ont 6t6 dSfinies plus haut. 

Dune fapon. g6nerale. ie nombre total, de residus d*acides amines contenus dans les sequences 
pepttdiques selon Tinvention n'est pas determinant. 11 sera essentieilement limite par des raisons d'ordre 
pratique, pour ce qui est de la synthese chimique. Normalement le nombre total d'acides amines ne depassera 
pas 50. Avantageusement, it est inferieur a 30. voire meme a 20. 

20 La capacity des peptides adh6siotopes selon Tinvention d'inhiber I'adhesion d un virus LAV a des 
lymphocytes T4 peut etre appr^ciee. notamment par la diminution, voire la suppression de la fixation du LAV 
au r6cepteur membranaire des lymphocytes T4 aprfes que, soil les lymphocytes (dans le cas de peptides 
contenant RFDS ou SDFR). soit les virus (dans le cas des peptides contenant SOAR ou RADS) aient §t§ 
preincubes avec ces peptides. 

25 A cet effet on peut utiliser le virus LAV marqu6» par exemple coupl6 ^ la fluoresceine isothiocyanate (LAV 
FITC). La propri^t^ adh6siotope du peptide 6tudi6 s*appr6cie alors par la reduction ou meme la disparition 
totale de lymphocytes retenant le virus marqu6. apres separation eventuelle de I'excedent de virus marqu6 
non fixe sur les lymphocytes. 
On peut naturellement avoir recours a toute autre methode appropriee pour la mesure du pouvoir 

30 adhesiotope des peptides a I'etude. 

.11 ya naturellement de soi que certains des aminoacides, dans les structures envtsag^es peuvent dtre 
remplacees par d'autres. Eventuellement dans la sequence RFDS. le r^sidu F peut Stre remplac^ par un r6sidu 
. Y. D une fapon g^n^rate; on peut avoir recours a toute substitution, d'aminoacide par. un autre aminoacide 
isosterique. 

35 Les peptides selon: t invention sor^t utifisables comme reactifs, |;>ar exemple pour detecter dans un fluide 
biologique. tel que le s6rum d'un malade. des anticorps dirig^s contra les proteines du virus HIV drriges contre 
la r^gioii de la pro.t6ine contenant la sequence RFDS ou contre la region contenant la sequence SDAR (ou 
SDAK) de Tenveloppe du virus. 
L'invention conceme plus particuli^rement ces peptides en tant qu'ils peuvent etre utilises pour la 

40 fabrication d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux susceptibles de. tes reconnaitre specif iquement. Ces 
peptides peuvent etre modifies par I'homme du metier pour qu*ils puissent se Fixer sur le site de fixation du 
LAV sur des cellules T4 sans intert6rer avec I'activite de la proteine T4 avec le systeme HLA. Ces peptides 
peuvent etre utilises dans des kits de diagnostic pour la recherche d'anticorps anti-HIV dans le serum des 
malades. lis peuvent aussi §tre utilises pour la detection de proteines virales dans )e s&rum des matades et 

45 aussi a des fins therapeutiques par administration ^ des malades dans le but d'empecher la dissemination de 
rinfection a de nouvelles cellules ou ^ des personnes non encore atteintes et ce a des fins preventives, pour 
empecher rinfection.. 

Linvention conceme encore les regions intermediatres entre tes sites RFDS et EL. d'une part, et RE. d'autre 
part, dans les genomes des differentes formes de virus LAV qui ont 6t6 Isolds. 
50 Ces regions sont caractdrisees par un grand degr6 de conservation. II s'agit plus particuli^rement des 
regions 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
55 RLAFHHI4AR. 

L'invention concerne aussi l*apptication de ces demiers types de peptides, aux memes fins que celles qui 
ont 6t6 indiqu6es pour les precedents peptides, lis peuvent le cas echeant etre utilises directement pour sa 
fabrication d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux. ceux-d etant alors aptes a se fixer sur les proteines T4. 
in vitro ou in vivo sans interferer avec Tactivite de la proteine T4 avec le systeme HLA. 

60 L'invention conceme encore les compositions tmmunogenes qui peuvent etre preparees en mettant en jeu 
tes peptides selon l invention. te cas echeant amenes sous les formes appropriees d la manifestation in vivo de 
cette immunogenicite. d'ur^e part, et la production d'anticorps. de preference monoclonaux, plus 
specifiquement diriges vers les sites sp6cifrques de ces peptides; Par 'sites specifiques'. on entend plus 
particulierement ceux qui ont ete indiquds dans ce qui precede, en t'occurreru^e tant les sites RFDS. SDFR, 

65 SDAR. RADS. EL ou. d'ailleurs egaJement, LE. RE ou ER (EL et ER faisant egalement partie de rmvention). que 
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les sites interm^diaires entre ces groupes peptkfiques et plus specifiquement les peptides interm^diaires 
entre RFDS et EL. d une part. RFDS et RE, d'autre part, dans les genomes des virus lAV concem&s. 

D a de plus 6t6 constate que la sequence RFDS constilue apparemment le site de reconnaissance utilisable 
par d autres types de virus a regard des cellules qu its sont capables d inf ecter. Tel est par exemple le cas du 
rhinovirus HRV14. dont la prot§ine VP1 contlerit 6galement la sequence RFDS. U meme generalisation peut 
se faire au niveau d autres virus, par exemple le virus d'Epstein-Barr. dont une glycoprotfeine contienl 
radh6siotope RADS. 

D'autres peptides preferes salon rinvention sont caracterisfes par la formule suivante ■ 
X---JRFDSD Z (XII) 

dans laqueUe X el 2 ont les significations sus-indiquees el J est A. V ou L, ces peptides comportant de 6 i 20, 
voire 30 residus aminoacyte. 

Des hexapeptides preferes appartenant ^ cetle categorie de peptides pr6sentent ta formule • 
H2N-VRFDSD-OH (XIH) 

ou la formule H2N LBFDSD ^OH (XIV) 

Un heptapeptlde pref6r6 appartenant a cette cat6gorie pr§sente ta formule : 
H2N-LRFDSDL-OH (XV) 

(ci-apr^s encore d6sign6e par ta fomnule LRFDSDL ou par Tabrfeviation "DR-?"). 

A cet heptapeptide correspond une sequence contenue dans le domaine pt de molfecules Hl_A-DR de 
classe 2. 

D*autres peptides pr6f6r6s conformes a invention sont caract6ris6s par la formule • 

X EEBJRFDSDVGE 2 (XVI) 

dans laquetle : 

X el Y ont les significations sus-indiqu6es. 

B est choisi parmi Y, D, F ou N, plus particuliferement Y ou D. et 

J est choisi parmi A. V. L et avec F pouvant 6ventuellement 6tre remplac6 par Y. 

Des peptides pr6fer6s appartenant d cetle cat6gorie de peptides sont constltufes par des doddcapeptides 
de formule : 

H2N-EEBJRFDSDVGE-OH (XVII) 
et plus particuli6rement ; 
H2-EEYDRFDSDVGE-OH (XVIIt) 

(pu encore designe ci-apres par ta formule EEYDRFDSDVGE ou par la designation •DR12"). 

D'une f^pon generate, rinvention conceme tout peptide du meme type susceptible d'avoir une sfequence 
essentlellement semblable, telle que susceptible d'etre presentis. dans d'autres molecules HLA DR noh 
identifiees dans le tableau presente a la fin de cette description. 

Parmi ces peptides oh mentionnera encore plus particulierement ceux de formule * 
X---EEBJRFDSDVGEURAVTEL-r--Y (XIX) 

dans laquelle X et Y ont les significations sus-indiqu6es et U est Y. F ou H. 

Dans tous les peptides qui viennent d'etre identifies, it sera naturellement remarque que tes groupes X et Y 
(des tors qu'ils sont diffferents de H2N- et -OH respectivement) doivent etre tels qu'ils ne modrfient pas les 
quames adhesiotopes de la sequence RFDS (ou RYDS) elle-meme. 

Comme precedemment evoque, tes peptides susindiques peuvent etre remplaces par ceux qui leur 
correspondent et dans les antigenes T4 des lymphocytes auxiliaires, les sequences etant presumees 
intervenir dans la reconnaissance mutuelle des Hl^-DR et des lymphocytes T4. A litre d'exemple de tels 
peptides, on mentionnera celui de formule : 
DRADSKL (XX) 

(ci-apres d6signe par 'T4-7").. Ces sequences conlenues dans les antigenes T4 sont celles qui sont 
presumees (ce qui a d'ailleurs ete verifie) intervenir dans les reactions de reconnaissance mutuelle des 
antigenes Hl^ (en Toccurrence des molecules HLA-DR dans fexemple considere) el des lymphocytes T4. A 
litre d'exemples de tels peptides, on mentionnera : 

- celui de formule : 
DRADSKL (XX) 

(ci-apres designe par l abreviation "T4-7"). ce peptide correspondant au peptide "DR-?" susdit» ou 

- celui de formule : 
KLNDRADSRRSL (XXI) 

(ci-apres designe par l abreviation T4.12"). ce dernier peptide correspondant ators au peptide "DR-12*. 

Lmvention concerne done egalement. et de fapon plus generale. des peptides contenant la sequence 
RADS et. enlourant celle-ci, des sequences peptidiques n'interferant pas avec la capacite de la sequence 
RApS a etre reconnue par des molecules HLA humaines, plus particulierement HLA-DR. 

L invention concerne encore plus particulierement parmi les peptides precedents ceux qui sont capables 
d'exercer I'effet immunomodulateur donl il a eie question dans le preambule de cette description, plus 
particulieremenl a regard ds antigenes generalement susceptibles d'induire in vivo des reponses 
immunitaires mediees par des antigenes HLA de classe II. notammenl HLA-DR. 

A eel egard. n a ete constate que des peptides conformes a l'ir>vention, notamment les peptides de formules 
XIII. XIV. XVIII. XX et XXI. etaienl capables comme les anltcorps monoclonaux sp6cifiques des molecules 
HLA-DR. el T4. respectivement. d inhiber in vitro les interactions entre les macrophages et les lymphocytes 
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auxiliaires ((ymphoqrles 14). d une part, et ehtre tes Jymphocyles T4 et les lymphocytes B. d*autre part. Lcs 
proprtetes inhibilrices de ces peptides ont fete mtses en evidence sort individuellement, soit dans des essais 
de syner^e d inWbition realises in vHro dans uh syst6me experimental tout a fait analogue a celui dfecrit par A. 
FISHER et aL Eur. J: Immunol. (1986), 16:1111-1116. visant a etudier les reponses immunes in vitro de ces 
5 lymphocytes a regard du meme virus de la grippe, si ce n est que ces essais ont ete realises avec des doses 
sub-inhibitricesde peptides complemenlaires l un de I'autre (EEYVRFDSDVGE el KLNDRADSRRSL). en lieu 
et place des doses sub-ihhibitrices d antrcorps anti-HLA-DR et anti-T4 respectivement qui avaient etfe mises 
en oeuvre dans ces essais de synergie d'inhtbition par FISHER et al. 
On rappellera en effet que. dans ce systeme. l incubation in vitro, d une part, de lymphocytes T auxiliaires 
10 avec un anticorps anti-T4 en concentration infra inhibitrice. et. d autre part, de lymphocytes B avec un 
anticorps anti-HLA-DR en concentration inlra-rnhrbitrice. provoque une inhibition puissant e de la production 
d'anticorps. 

n a ainsi ete mis en evidence que le peptide EEYVRFDSDVGE (DR-12) analogue de molecules HLA de 
classe II DR (strictement des molecules murines lAk) inhibe de fapon tres significative et reproductible la 
;5 proliferation specifique du vinjs influerua des lymphocytes T ainsi que la production d'anticorps centre ce 
virus a des concentrations de Tordre de 10 micro-molaires. Cette inhibition est faible sous Teffet du peptide 
RFDS seul. Des resultals intermediaires sont obtenus avec des peptides contenant la sequence RFDS 
entourfee d*acides amines, de ceux qui. dans les molecules HLA de classe II, entourent la sequence RFDS. 
C'est ce que Ton a notamment observe avec le peptide "DR-7'. 
20 Un peptide de 12 acides amines contenant la sequence RADS, en particuHer le peptide KLNDRADSRRSL a 
une activite inhibhrice moderee mais significative. 

L'effet inhibiteur de ces peptides, analogues de la molecule HLA de classe II se sont r6v6l§s tout a fait 
paratl^tes a ceux que Ton peut obtenir d Taide d'anticorps monoclonaux diriges contra la molfecule T4. Ainsi un 
'. clone de lymphocytes T specifique du virus influenza dont la proliferation induite par Tantigene est rfesistante d 
25 rinhibition par des anticorps-anti T4 est 6galement resistante a I'inhibition par les susdits peptides analogues, 
alors que Teffet auxiliaire (activation des lymphocytes B) de ce meme clone est sensible aussi bien aux 
anticorps anti T4 qu*a ces peptides, analogues de DR. 

Un argument suppl6mentaire en faveur d'une interaction reelle entre RFDS et RADS rfesulte d'experiences 
dfemontrant une synergie d'inhibition par ces peptides des interactions cellulaires. 
.30 On observe, dans les conditions expferimentales dfecrites par FISHER et al. une inhibition importante de la 
prolif§ratibn 6u de la production d'ariticorps specifiques du virus influenza, lorisque des lymphocytes T. aprfes 
avoir 6te pr^Hncubes avec des concentrations infra-inhibitrices du EEYVRFDSDVGE, ont et6 firiis en contact. 
■ soit avec des monocytes, soit avec des lymphocytes B, qui avaient. egalement ete pr6-iricub6s avec des 
concentrations infra-inhibitrices du peptide analogue de T4 KLNDRADSRRSL. L'effet de syniergie ainsi 
35 observe n est jDas obtenu eh utilisant d*autres peptides du eventuellement d'autres anticorps sans rapport 
ayec les molecules T4 et classe 11. 

La validite de ces resultats est confirmee par le fait que les peptides utilises n'ont pas d'effet cylotoxique sur 
les cellules employees, lis n'inhibent pas des tests fonctionnels des lymphocytes T nimpliquant pas les 
molecules HtA de classe II. D'auti^e part; en pre-incubant les peptides avec des anticorps anti-peptides 
40 sp6cifiques. on peut bloquer Tetfet inhibiteur du au peptide. 

Cependant. les sequences adjacentes a la istructure pr6servee RFDS. mais qui varient entre molecules HLA 
DR. DQ et DP, pourraient avoir un r61e dans Tdtablissement d'une structure tertiaire indispensable a 
Tinteraction avec les molecules T4. En effet les peptides analogues de HLA DR n'ont pas d'effet inhibiteur.. 
Les peptides selon Tinvention peuvent 6tre prepares par les techniques classiques, dans le domaine de la 
45 synthase des peptides. Cette synthese peut §lre rgalisee en solution homog6ne ou en pliase splide. 

Par exemple on aura recours a la technique de synthese en solution homogene d§crite par HOUBENWEYL 
dans Touvrage intitul6 "MettKide der Organischen Chemie' (Mfethode de la chimie organique) 6dit6 par E. 
WUNSCH, vol. 15-1 et II. THIEME. Stuttgart 1974. 
Cette methode de synthase consiste k condenser successivement deux ^ deux les amrnoacyles successif s 
50 dans Tordre requis. ou d condenser des aminoacytes et des fragments prealabtement formes et contenant 
d^i^ plusteurs rSsidus aminoacytes dans I'ordre approprie, ou encore plusieurs fragments pr§alablement ainsi 
prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de protdger au prealable toutes tes fonctions r^ctives port^es 
par ces aminoacyles ou fragments, a Texception des fonctions amine de Tun et carboxyte de I'autre ou vice 
versa, qui doivent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques. notsimment apr^s 
55 activation de ta fohction carboxyle, selon les methodes bien connues dans la synthese des peptides. En 
variante. on pourra avoir recours d des reactions de couplage mettant en jeu des r^actifs de couplage 
classique. du type carbodiimide. tels que par exemple ta 1-€thyl-3-(3-dimethyl-amir>opropyl)-cart>bdiimide. 
Lorque I'aminoacyle mis en oeuvre possdde une fonction acide suppl6mentaire (notamment dans le cas de 
I'acide glutamique). ces fonctions seront par exemple prot6g^es par des groupes t-butytester. 
60 Dans le cas de la synthase progressive, acide amind par acide amin6, la synthese debute de preference par 
la condensation de Taminoacide Oterminal avec Taminoacide qui correspond a Taminoacyle voisin dans la 
sequence desiree et ainsi de suite, de proche en proche. jusqu'^ Tacide amind N-terminal. Selon une autre 
technique pr6f6ree de Tinvention, on a retcours a celle decrite par R.D. MERRIFIELD dans Tarticle intitul§ 
"Solid phase peptide synthesis' (J: Am. Chem. Soc.. 45, 2149-2154). 
65 Pour fabriquer une chaine peptidique selon le procede de MERRIFIELD. on a recours d une r§sine polym^re 
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irfes poreuse. sur laqueDe on fixe le premier amirw)acide C-termfnal de ta chaine. Cet ammoacide est fixfe sur la . 
r§sine par rinterrn^Sdiaire de son groupe cartexyf^ue et sa.fonction amine est prot6g§e. par exemple par (e 
groupe t-butyloxycarbonyte. 

Lorsque le premier ammoacide C-terminal est ainsi nx6 sur la rfesine, on enldve le groupe protecteur de la 
fonctton amine en lavant la r6sine avec un acide. 5 

Dans le cas ou le groupe protecteur de la fonction amine est le groupe t-butyloxycarbonyte. il peut §tre 
feliminfe par traitement de la r6sine ^ TAide d'acide trifluoroacetique. 

On couple ensuite le deuxi6me aminoacide qui foumil le second aminoacyie de la sequence recherch^e, d 
partir du rfesidu aminoacyie C-lerminal sur la fonction amine dfeprotfeg6e du premier aminoacide C-terminal fix6 
sur ta chaine. De preference, la fonction carboxyle de ce deuxi^me aminoacide est activee, par exemple par la 10 
dicyclohexylcarbodiimide. et la fonction amine est prot6g6e. par exemple par le t-butyioxycarbonyle. 

On obtient ainsi la premiere partie de la chaine peptidique recherch^e. qui comporte deux aminoacides. et 
dont la fonction amine terminate est prot§g6e. Comme prfec6demment. on deprolege ta fonction amine et on 
peut ensuite proc6der a la fixation du troisi6me aminoacyie. dans les conditions analogues d celles de 
Taddition du deuxifeme aminoacide C-terminal. is 

On fixe ainsi. les uns apr§s les autres. les acides amin§s qui vont constituer la chaine peptidique sur le 
groupe amine chaque fois d6prot6g6 au prfealable de la portion de la chaine peptidique d6ja form6e. et qui est 
rattach^e ^ la r§sine. 

Lorsque la totality de la chaine peptidique d6sir§e est form^e, on ^limine les groupes protecteurs des 
diff6rents aminoacides constituant la chaine peptidique et on.d6tache le peptide de la r6sine par exemple d 20 
Taide d*acide fluorhydrique. 

L'invention concerhe dgalement les ollgom^res hydrosolubles des peptides monom^res sus-indiqu^s. 
L'oligom^risation peut provoquer .un accroissenwnt de r*immunog§nicil6 des peptides monomdres selori 
rinventiori. Sans qu'urie telle indication chiffr6e puisse etre consid6r6e comme limitative, on mentionnera 
nfeahmoins que ces. oligom^res peuvenl 6ventuellement contenir de 2 & 25 unit6s monomdres. 25 

Elle conceme plus particulidrement ceux des oligom^res dans lesquels les motifs adb6siotopes sont relifes 
les uns aux autres par des chainons peptidiques intermediaires n'interfdrant pas avec leurs possibflit6s 
. d'exposition. Ces chainons sont par exemple constitues par des dipeptides Ala-Ala, 

On peut avoir recours/ pour rfealiser roligomferisation. a toute technique de polymerisation couramment 
utilis6e dans le domaine des peptides, cette polymerisation 6tant conduite jusqu*a Tobtention d*un oligomei-e 30 
ou polymere ohienarit le nombre de moWsmonomeres reqiiis pour racquisitlon de rimmunogenicrt6 dfesir^e; 

Une.methcKJe pr6f gr^e de rpligomerisation ou de polymerisation du monomers consiste dans la reaction de 
celui-ci avec un agent ^e reticulation, tel que le glutarald6hyde. 

On peut egalemerit avoir recours^^ d'autres methodeis d'oligomerisation ou de couplage. par exemple a 
celle mettant en jeu des couplages siiccessifs d'unites monomeres. par rintemi6diaire de'leurs fohctions 35 
terminates carboxyle et amine en presence d'agents de couplage homo- ou hetero- bifonctionnels. 

On peut egalement, pour la production de motecules compprtant un ou plusieurs motifs nonapeptidiques 
tels que definis ci-dessus. avoir recours a des techniques du g6nie g6netlque mettant en oeuvre des 
micro-organismes transf orm6s par un acide nucteique determine comprenant des sequences nucteotidiques 
appropriees correspondantes. ^ 

L'invention concerne encore les conjugues obtenus par couplage covalent des peptides selon l'invention 
(ou des susdits oligomeres) a des motecules porteuses (naturelles ou synthetiques) physiologiquement 
acceptables et non tbxiques, par rinterm6diaire de groupements reactifs comptementaires respectivement 
portes par la molecule porteuse et te peptide. Des exemples de groupements appropri6s sont illustres dans ce 
qui suit ; . . 45 

A litre d'exemptes de motecules porteuses ou supports macromoteculaires entrant dans la constitution des 
conjugues selon l invention, on mentionnera des prot6ines naturelles. telles que Tanatoxine tetahique, 
Tovatbumine. des serums albumir)es. des hemocyanines. etc.. 

A litre de supports macromoteculaires synthetiques. on mentionnera par exemple des polylysines ou des 
pply(D-L-alanine)-po»y(L-lysine). 50 

La litterature menlionne d'autres types de supports macromoieculaires susceptibles d'etre utilises, 
lesquels presentent en general un poids moteculaire superieur k 20.000. 

Pour synthetiser les conjugues selon rinvention. on peut avoir recours a des procedes connus en soi tels 
que celui d6crit par FRANTZ et ROBERTSON dans "Infect, and Immunity', 193-198 (1981). ou celui decrit 
dans 'Applied and Environmental Microbiology", octobre 1981. vol. 42. n" 4. 611-814 par P.E. KAUFFMAN en 55 
utilisant le p>eptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique, on ulflisera avantageusement comme agents de couplage les composes suivants. cites i 
litre non limitatif : aldehyde glutarique. chloroformiate d*ethyle. carbodiimides hydrosolubles (N-ethyl-N*(3-di- 
methylamino-propyl) carbodiimide. HO), dnsocyanates. bisdiazobenzidine.. di- et trichloro-s-triazines. 
bromures de cyanogehe. benzoquinone. ainsi que tes agents de couplage mentionnes dans Scand J 60 
Immunol-. 1978. vol. 8. p.7-23 (AVRAMEAS. TERNYNCK. GUESDON). 

On peut avoir recours a tout procede de couplage faisant intervenir d'une part une ou plusieurs fonctions 
reactives du peptide el dautre part, une ou plusieurs fonctions reactives des motecules supports. 
Avantageusement. H s agit des fonctions carboxyle et amine, lesquelles peuvent donner lieu d une reaction de 
couplage en presence d un agent de couplage du genre de ceux utilises dans !a synthese des proieines. par 65 
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exemple le 1-ethyl^3-(3-d"arTO)hylamirK)propy»)-carbodM le Nrhydroxybenzolriazote, etc.. On peut encore 
avoir recours a la glutaraWfebyde; notiaiwnent lorqu'il s agit de relier entre eux des groupes amines 
respectivement portes par le peptide et la molecule support. 
Des caracteristiques suppl^mentaires de rmyention apparaltront encore au cours de la description qui suit 
5 des conditions dans lesquelles des peptides preferes de l invention ont ete obtenus. 

EXEMPLE 1 : 

Synthese du Arg-Phe-Asp-Ser-Ala-Ala-Arg-Phe-Asp'Ser 
10 Pour preparer ce peptide, on a recours ci la synthese peptidique mentionnee ci-dessus et on procede 
comme suit ou de fapon ^quivalente. 
Les abreviations utilisees dans le cadre de cette synthese ont la signification sutvante : 
BOC : t-butyloxycarbonyle 
Asp : acide aspartique 
15 Ala : alanine 
Arg : arginine 
Ser : serine 
Phe : phenylalanine. 

On utiHse comme aminoacides des N-alpha*aminoacides proteges uniquement avec le groupe 
20 t-butyloxycarbonyle (BOC). 

Les groupes fonctionnels lateraux sont prot§g6s comme suit : 
Arg est prot6gfe par le groupe tosyle. 
Asp est prot6ge par le groupe cyclohexyle. 
Ser est proteg§ par le groupe beruryte. 
25 On distille CH2CI2 a partir de NaaCOs anhydre avant utilisation. 

II est avantageux d'utiliser un support de r6sine constitu§ par un copolymere chloromethyl§ de styrerie et de 
dMnytbenzene a 1 ^ (commercialism par les Laboratoires BIORAD). 

La N-alpha-t-butyIoxycarbonyI-0-ben2yl-s§rine est de pr6f§rence est§rifiee sous forme de son sel de ^ 
cfesium (GISIN B.F. (1973) Helv. Chim. Acta 56. 1476). 
30 - La synthase est eff ectu6e dans un synth§tiseur automatique du type de celui commerciafis6 par BECKMAN 
. sous. la dfesignatior^ 99() B. 

Chacun des acides amines entrant dans fe constitution du peptide selon I'inventiqn eist fixe a la chaine 
peptidique deja formee comme il est indiqufe ci-apres. 

a) Oh laye trois fois la resine pendant environ 3 minutes avec du chlorure de m6thyl6ne pour la metlre 
35 en suspension. 

b) On lave ensuite une fois pendant environ trois minutes avec de Tacide trifluoroac6tique a 40 «W» pour 
impregner la resine. 

■ c) On relave une fois pendant environ 30 minutes avec de I'aclde trifluoroac^tique pour d6prot6ger le 
groupe N-terminal de la chaine peptidique d§l^ formee. 
40 d) On lave ensuite deux fois pendant environ 3 minutes vec du chlorure de mfethylene pour feliminer 

raclde trrfluoroac^tique. 

. e) Puis on lave deux fois pendant environ 3 minutes avec de Kalcool isopropylique pour 6liminer le 
chlorure de methylene. 

f ) Puis on r^impr^gne le milieu en lavant 4 fois pendant 3 minutes avec du chlorure de m6thyl6ne. 
45 g) On lave trois fois pendant environ 3 minutes avec de la diisopropylethylamine pour neutraliser la 

forK:tk>n amine, qui se trouvait salifi^e sous forme de son sel avec Tacide trifluoroace^ 

h) On lave quatre fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de m6thyt^ne pour chasser la 
diisopropylamtne en exc^s. 

i) On ajoute Tacide amin§ 4 fixer sur la chaine peptidique d^jd formee. comme indiqu6 ct-dessous. 
. 50 j) On lave ensutte trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure dem§thyl6ne. 

k) Puis on chasse le chlorure de methylene en lavant deux fois pendant environ 3 minutes avec de 
Talcopl isopropyHque. 

I) On lave enfin trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene, pour remettre le 
milieu reactionnel dans son solvant 
55 En ce qui conceme la fixation de chacun des acides amines S une chaine peptidique dejd form6e, on a 
recours a un acide amin6 (en exces par rapport a la chaine peptidique dej& formee. cet exces correspondant 4 
environ trois fois la charge de la chaine peptidique) dont la fonction amine est prot6g6e par le groupe 
t-butyloxycarbonyle et dont la fonction acide est activfee par la dicyclohexylcarbodiimide. Thydroxybenzotria- 
zole ensuite additionnfe afin de min'tmiser les reactions secondaires (ARENDT A., KOLODZIEJZKYK A.M. 
60 (1978) Tetrahedron Lett 40. 3867). (MOJSOV S.. MfTCHELL A. R. (1980) J. Org. Chem. 45, 555). 

Apr^ chaque 6tape d*addition d'un acide amin6. on determine la quantity d'acide amin^ lil>re qui n'a pas 
fixee sur la chaine peptidique. par te test a la ninhydrine (KAISER E., COLESCOrr R.L et al. (1976) Anal. 
Biochem. 34, 595). 

A la fin de la synthase, on ^limine tpus les group>es protecteurs fix^s sur le peptide porte par la r§sine. On 
65 d^lache te peptide de la r6sine k faide d*acide fluorhydrique anhydre h raison de 10 ml d*HF anhydre par 
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gramme de rfesine, en presence de cresol (1 g par gramme de r6sine) i la temperature d*environ (T C pendant 
environ 60 minutes. 

.Apr6s evaporation de l acide Ruortiydrique. le melange r6actionnel est Iav6 & l'6ther et le peptide est s6parfe 
de la r§sine par extraction a l akJe d'acide ac6tique i 5«Vb. Les extraits sont dBu6s 4 reau et lyophiIis6s. 

Le peptide brut obtenu est soluble dans Teau. 11 est purrfife par chromatographie sur une colonne du type de 
celle commercialrsee sous le nom GF 05 (IBF) en utilisant comme phase mobile de facide ac6tique i 5 tVb. On 
mesure une absorption a 254 nm. Les diff6rentes fractions du pic principal sont examinees sur le plan de leur 
homog6n6it6 et rassembl6es, puis repurifi6es par HPLC (abr6viation de Texpression anglaise "High Pressure 
Liquid Chromatography" ou "Chromatographie en Phase Uquide Haute Pression). charg6es en le matferiau 
connu sous la marque PARTISIL 0DS2 (Whatman, magnum 9), au moyen d'un gradient de 0 4 70(Vb 
d*ac6tonilrile en presence de 1 pour mille d'acide trifluoroac6tique. Les fractions sont colIect6es et 
lyophiIis6es avec un rendement global de 25 o/o. 

La composition en acides aminfes, aprfes hydrolyse acide totale. conftfme la structure du peptide. 

On mesure la purete par chromatographie liquide sous haute pression en phase invers§e sur une colonne 
du type de celle commercialis§e sous te nom \i Bondapack CIS dans laquelle reiuant est un gradient que Ton 
fait passer en 20 minutes de la composition 0 <Vb d'ac6tone - 100 Q/b de tampon phosphate 0.0025 M. pH 2 5 d la 
composition 60 P/o d'ac6tone-40 Vo tampon phosphate. 
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Synthese du peptide de formuie RAPS 
La synthese est realisee dans des conditions analogues a celles dfecrites dans Texemple 1. 
On obtient le peptide avec un rendement de 30 <Vb. 

EXEMPLE 3 : 

De la mfeme fapon. on r§alise:les syntheses de KLNDRADSRRSL et des polypeptides suivants • 
. SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SPARAARADS. 

EXEMPLE 4 : 

De la m§me fapon. on realise les synthases des polypeptides dbnt les sequences correspondent si celles 
des virus pu lymphocytes dont les designations abr6g6es apparaisseht a gauche de la liste qui suit * 
HUV-DR2P VRFLDRYFYNQEESVRFDSOVGEFRAVTELGRPDA 
LAV-F SLHGMDDPEREVLEWRFDSRUVFHHVARELPHEYF 
HRV-14.VP1 SLVOLRKKLELFTYVRFDSEYTILATASOPDSANY 
T8 RLGDTFVLTLSDFRRENEGYYFCSAL 
T4 NQGSFLTKGPSKLNDRAFSRRSLWDQGNFPL 
EBV DGNKETFHERADSFHVRTNYKIV 

EXEMPLE 5 : 
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Sequence contenue dans la glycorproteine d*enveloppe 

- de ARV2 : GVPVWWKEATTTLFCASDARAYDTEVHNVWAT 

- de lav ) 

HTLV III ) : GVPVWWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWAT 
LV ) 

EXEMPLE 6 . 

Les peptides suivants ont hXh synthetisds (et certains d*entre eux testes, comme d6crit plus haut. dans des 
essais de mediation cellulaire in vitro selon la technique de RSHER et al) : 50 

- Peptides de 4 acides amines 
"DR-4' : RFDS HLA classe II 

- Peptides de 7 acides amines 
14-7- : DRADSRK T4 
"DR-7" : LRFDSDL DR2 

- Peptides de 10 acides amines 
RFDS-A-A-RFDS 

SDFR-A-A-SDFR ' 

- Peptides de .12 acides amines 
•T4-I2: : KLNDRADSRRSL 
•DR-12- ; EEYDRFDSDVGE 

L'efficacite des peptides selon l invention. en tant qu inhibiteurs de Tadhesion du LAV d des lymphocytes T4. 
est illustree ci-apres pr les resultats qui ont el6 ol>enus avec le peptide RFDS AA RFDS. 

La fixation du LAV a son recepteur membranaire a et6 directement appreciee par ('analyse de la fixation 
membranaire du virus LAV couple ^ ta fluoresceine (LAV FITC), En bref. 10« cellules sont incubees avec 6 65 
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microgrammes de LAV FITC, lav^. puis examinees au microscope & fluorescence. Par cette techroq^e. on 
detecte habituellement environ 10 <Vo de cellules marquees dans xme poputation de ceHules T4 pwifiees. 
Pour evatuer la capacity du peptide synth6tique a bloquer cette fixation, des cettutes T4 ont e\t pr6incub6es 
avec des concentrations variables du peptide, pendant 30 minutes a 4 '. Apres lavage de Pexces du peptide 
5 non fixe, un marquage classtque par le LAV FITC. Par cette technique, on a pu observer que le peptide §tudte 
inhit>ait completement la fixation du LAV FfTC a son r6cepteur jusqu'a des concentrations aussi basses que 1 
microgramme par millilitre. 

On decrit ci-apres des conditions preferees dans lesqueHes les interactions cellutaires entre les monocytes, 
les lymphocytes T4 et les lymphocytes B peuvent etre influencees par les peptides seton I'invention. 

W 

1 - Preparation des cellules monoriucleees du sang peripherique (CMP) 

Le sang veineux est collecte a partir de volontatres sains sur liqu^mtne (2500 U. 1/ml-Roche) et dilue dans 
une solution de Hank s 1 X (Biomerieux). Les cellules mononucl6tes sont ensuite isolees par centrifugatton 
sur Picoll-Hypaque (Pharmacia Uppsala. Suede), density 1.077. Iav6es et resuspendues dans du milieu RPMI 
75 1640 (Gibco-Biocult, Ecosse) supplements avec 1 ml de L-glutannine (BiomSrieux). 10 P/b d*un pool de s6rum 
AB humain d6compIement6 (30 minutes a 56^C) et d*antibiotiques {1(X) U/ml pSnicilline, 100 ^g/ml 
Streptomycine). 

2 - Enrichissement en lymphocytes T - Rosettes E (17) 

20 

2-1 Sensiblilisation des globules rouges de mouton 

Les globules rouges.de mouton sont Iav6s trois fois en milieu Hank's IX. 20 ml de suspension de globules 
rouges a 2^ sont sensibilisSs avec 1 ml de Neuraminidase 1 U/ml (test. Neuraminidase-Behring 
Werke-Allemagne) pendant 30 minutes a 37"^ C. Les globules rouges sensibilis6s sont Iav6s trois fois en 
25 Hank's et reajust6s ^2^/0. 

2.2 Absorption du serum de veau foetal (SVF) 

Le serum de veau foetal (Gibco) est absorb^ trois fois sur globules rouges de niouton (1 volume de culot 
globulaire pour 1 volume de serum de veau foetal) 
30 - deux fois 30 minutes A 37*^0 
- une fois 60 minutes & 4** C 

2.3 Formation des rosettes E 

Les lymphocytes sont mis a une concentration de 10^/ml dans du RPMI 1640 sans s6rum. 2 ml de 
35 suspension de globules rouges sensibilis6s ^ la neuraminidase et 0.2 mi de SVF absorb^ sont ajoutSs d 1 ml 
de suspension tymphocytaire. 
Les tubes sont centrrfug6s a 200 g pendant 5 minutes places dans la glace pendant 1 heure au minimum. 
Le culot est ensuite remis en suspension tres dSlicatement. La population cellulaire formant rosettes (E+), 
trds enrichie en lymphocytes T est separSe du reste des cellules (E-) par s6dimentation sur gradient de Rcoll 
40 a 4^C. 

Les gk>buies rouges sont ensuite lysSs par un choc hypotonique et les lymphocytes sont Iav6s trois fois en 
Hank's. 

3 - Separation des populations T, B. monocytes 

45 Les monocytes sont obtenus ajsrds adhdrerK:e des cellules monohucl66es (10^ /ml) sur boite de P6tri 
(Coming) pendant une heure d 37*" C. Ces boTtes de P§tri ont et§ prealablement incubSes ^ 4''C avec du SVF 
d6compl6mentd, durant la nuit. Aprds avoir r6cup6r6 les cellules non adh6rentes. les cellules adh4rentes sont 
d§tachees avec un barreau caoutchout§ (rubber policeman) et par un pipettage vigoureux. Apr§s deux . 
lavages, elles sont irradi§es k 4000 rads (IBL 137, source Cs-137, CEA). 

50 Les monocytes restants sont s6par6s des cellules non adb6rentes par un traitement d la L-m^thyOeucine 
ester (5.10^ /ml. 5 mM final. Sigma) 40 minutes k temperature ambiante (18). La reaction est anglde par 
addition de s6nim AB humain (10 o^ final et lavages d frotd). 

Les lymphocytes T et B sont sSparSs par la technique des rosettes E: Les cellules T §tant capables de 
former des rosettes en presence de globules rouges de mouton sensibilis6s k la neuraminidase, aprds une 

55 incubation d'une heure ^ 0** C. Les cellules formant rosettes (E+ ) seront sSparees des cellules ne formant pas 
rosettes (E- ou B) par sedimentation sur gradient Rcoll-Hypaque. Les globules rouges de mouton sont Iys6s 
par choc hypotonique! 

4-Obtentk)n de lignfees T, interleukine 2 dfependantes. sp6cifiques du virus influenza 
60 Les lign§es spdcifiques du virus influenza Bangkok (A/Bangkok) sont obtenues & partir de cellules 
mbnonucl§es de donneurs sehstbirises (19). 

Les lymphocytes sont mis i la concentration de 10^ /ml dans du mflieu RPMI, cbntenant 10 Wo de s6rum AB 
humain (SAB) en presence du virus A/Bangkok k 5 ^g/mL 10 ml sont r6partis dans des flacons de culture 
(25cnrt2 . Coming). 

€5 Apres 7 {ours de culture a 37' C en atmosphere humide contenant 5 (Wa de CO2. les cellules mortes sont 
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eftmin^es par sedimentation sur gradient de FicoU. Les blastes senstt>iris6s par te virus sont recueOlis et 
r6aiust6s a (10+*)/ml dans du milieu RPMI, ^09/b SAB contenant de nnterteuKine 2 recombinant. 
(BIOGEN'Suise) test^ sur Dgnde CTLU. et utHts6 au 1/16000 final en presence de lymphocytes autologues 
trradi6s d 4000 rads ou de tign^es B autoiogues rmmortalis^es par le virus d'Epstein-Barr, irradi6e5 d 8000 rads 
(cenules de supplementation ou 'feeders'). Ces 'feeders* autologues sont ajout^s tous les 7 jours d un 5 
rapport : 1 'cellule feeder' pour 1 cellule de Hgn^e. Le milieu de culture est remplac6 par du milieu frais 
contenant 50 de sumdgeant riche en IL2. et de TIL 2 recombinant, les cellules 6tant r§ajust6es & (10>^)/ml 
tous les trois jours. 

5 > Obtention des lignees B immortalisfees par le virus d'Epstein-Barr (EBV) w 
Des cellules mononucl66es fraiches ou d§congel6es sont resuspendues a la concentration de 2.10® /ml 

dans du millieu RPMI contenant 20 de s6rum de veau foetal d6compl6ment6, en presence d'EBV, obtenue S 
partir de lignees h6matopoT6tiques B95-8 de marmosrt (N.I.G.M.S. Copewood St. Gamden). et de cyclosporine 
A a 1 ng/ml final, bloquant toute activation des lymphocytes T. 

La culture se fait kSTCen atmosphere humide contenant 5 (Vb de CO2. Le milieu est chang§ tous les 5 15 
jours. 

6 - Obtention des surnageants riches en IL 2 1 
Des lymphocytes sont isol§s du sang de deux ou Irbis donneurs. apr6s Incubation du sar>g une nuit k 37*C. 

Ces tympbocytes sont ensuite regroupfes, irradifes d 1000 rads et ajust6s ^ 10« ml en RPM1 1640 suppl6ment6 20 
en L-glutamine (2 mM), antibiotiques. 20 (Vb de s^rum AB humain d6compl6ment6 et 2 ^g/ml de 
phytoh^magglutinine purift^e (DIFCO). 

Apres 48 heures de culture at 37** C en atmosphere humide contenant 5 (W) de CO2, le sumageant, riche en IL 
2. est recueini. filtre (f litre de 0,45 \im de porosit§. Schlucher et Schett. Allemagne) et congeld & -20° C jusqu'd 
Temploi. .25 

L'lL 2 recombinant (BIOGEN. Geneve, Suisse) test6 sur lign6es CTLL 2, et ajout6 aux surnageants 
pr6c6dents, est aussi utilis§ dans les tests de prolff6ration cellulaire au 1/16000 final. 

7 -Test de prolifferatioh cellulaire 

La proliferation lymphocytaire est induite soit par des mitogenes : 30 
• Phytohdmagglutinine (PHA) 1/700e (DIFCX)). soit par des antigenes apr§s sensibilisation du sujet (naturelle 
ou par vaccination), 

- Cahdidine (Cd) 500 tig/ml (Institut Pasteur), 

- Virus influenza A/Bangkok 2 pg/ml (Institut Pasteur). . . 

Les cellules sont incubees ^ 37" C en atmosphere humide contenant 5 Q/b de CO2 perKlant trois jours pour 35 
les proliferations induites par la PHA. et de six jours pour les prolifferations induites par les antigSneis 
precedents. 

Selpn ie type.de cellules utilisees : fraiches ou lignees, le test subira quelques modifications. 

- Pour les cellules fraiches. les lymphocytes sont mis a la concentration de 10^ /ml dans du RPMI 1640 
contenant 10 0/0 de serum AB humain d&compl6ment6. supplements de L-glutamtne et d*antibiotiques. 200 pi 40 
de la suspension cellulaire sont distribu6s dans des microplaques a fond rond. en triple (FLOW). 

- Pour les populations separees, les lymphocyte? sont mis a la concentration de 10^ /ml. dans le milieu RPMI 
10<Vb sSrum humain. et les monocytes inradi6s d 0.25.10^ /ml, 100 yi\ de chaque suspension cellulaire sont 
distribuSs dans des microplaques d fond rond^ en triple. 

- Pour les lignees T specif iques du virus Influenza 15.10^ cellules de la lignSe prSalablement lavSes pour 45 
eiiminer te TCGF. sont recombin^es avec 3.10^ lymphocytes irradies d 4000 rads. dans des microplaques ^ 
fond rond. Pour les lignees. la culture est de 72 heures. 

Dans tous les cas; induction de fa prottf^ration est rdalisde avec 1^2 \xg/m\ de virus influenza >WBar>gkok. 
l-a proliferation cellulaire est mesuree a J'aide d*un compteur ^ scintillations liquides (Minaxl tri-carb 4000. 
Packard) par rincorporation de thymidine tritl6e (CEA) . 1 nCi/puits, 8 heures avant fin de la culture. 4 Itgn6es 50 
que nous avons obtenues sont test6es : PT3. KT4. PT2. FPT1, ainsi qu'un clone T auxiliaire (helper) disponible. 
obtenu par dilution llmite : SB 12 (8). 

8 - Test pour la production d'anticorps anti-influenza 

Les preparations cellulaires T. B. separSes par la technique.des rosettes E. et les monocytes irradies, sont 55 
resuspendus dans du milieu RPMI 1640 contenant 10 (Vb de serum de chevre decompiement6 (Flow), 
recombines d raison de 10. * lymphocytes B. 5.10* monocytes. 2.10* lymphocytes T qui soni les 
concentrations optimales prealablement mises au point par le laboratoire (16). Le virus /^Bangkok est ajout§ 
a ta coTKentration finale de 2 ug. 

Les cellules sont incubees ^ 37*'C en atmosphere humide contenant 5<Vb CO2 durant 7 jours: Les plaques 60 
sont alors centrifugees et les 200 ^tl de surnageant sont remplacSs par 100 pi de RPM1 1640 suppl6ment6 en 
L-glutamine (1 mM). antibiotiques et 1 vol: de serum de veau foetal decompiemente. Apres 5 jours de culture 
suppienrontaires. les surnageants sont recoltes et stockes a -2 C. La determination des antkxorps . 
anti-influenza presents dans les surnageants de culture est realisde par la niethode inununo-enzymatique 
(ELISA). 65 
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9 - Dosage des ant'tcorps - technique EUSA (20) 

Fixation de I'antigene . 
5 50 ul de vims inftuenza (50 itg/ml) 

1 heurc a 37 C 

2 lavages PBS. 1 lavage PBS-BSA 3 Pflo 
PBS : tampon phosphate saline 
BSA : albumine bovine 

W 

Saturation des sites de tixation 
50 ul de PBS-BSA 3 <^ 

1 beure a 37 C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSDA 3 tVb 

15 

Fixation specifigue des anticorps a doser 
50 ut de sumageants a tester 

1 heure a 37** C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSA 2<Vb - 

20 

Fixation de rantiglobuline coupide k la phosphatase aicaline 
50 ul de GaHlgG-phosphatase aicaline 

1 heure a 37^ 0 . 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSA 2 . 

25 3 lavages tampon bicarbonate pH 9,6. MgCl2 1.07 M 

Reaction enzyme substrat 

100 ul de p-nitroph6nylphosphate disodique (1 mg/ml). L^ture de la densite optique 405 nm sur un 
. spectrbm6tre MULTISKAN TITERTEX (FLOW). 

30 

10 -■ S6quences peptidiques utilisdes 

- Peptides de 4 acides amin6s 
•'DR-4- : RFDS HLA classe II 

35 • . : . . • 

- Peptides de 7 acides amines 
nr4-7- : DRADSRK T4 
"DR-7" : LRFDSDLDR2 

40 -Peptides de 12 acides amines 
•T4-I2- : KU4DRADSRRSL 
"DR-12- : EEYDRFDSDVGE 

11 - Anticorps monodonaux utiiisfes 

45 OKT4A (IgG 2) Anticorps monoclonaux de la s6rie OKI 

OKT4D (IgG 1) (ortho-diagnostic) prepares chez la souris, r^v^lant ies lymphocytes T dits Inducteurs. 
IOT3 (lgG2a) Anticorps monodonaux (Immuno Tech) 

IOM1 (IgGI) pr^par^s chez ta souris et r6v6l6s par une antiglobuline anti-immurKDglobuGne de soitris coupl6e d 
un fluorochrome (Nordic) 
50 IOT3 revelant Tensemble des lymphocytes T matures 
tOMI revelant Ies monocytes 

L243 (lgG2a) Anticorps monoclonaux (BectorvDickinson) 
CA206 (lgG2a) r§v6lant Ies mol6cules HLA-DR 
L243 
55 206 . 

Leu 1 (lgG2a) Anticorps monoclonal r6v§Iant Ies populations T (CD5) (Becton-Dickinson). 
RESULTATS 

60 1 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes T 
1-2 - Utilisation de cellules T fraiches 
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Figure 1 

Cette figure est Blustralive de la variation de la density optique Cf oncttori du taux de proliferation) eh f onction 
de la concentration en peptide (en pg/ml) dans le milieu de culture dans I'essal qui suit 

Au cours d'un test de proliferation cellulaire de 6 jours induit par le virus influenza A/Bangkok on observe 
une . inhibition significative par le peptide de 12 acides amln§s ou "DR-ia* (66 (Vb) Cette inhibitk>n est 
dfependante de la dose et reproductible ; e»e varie dlndivklu ^ individu entre 50 et 70(Vb pour une 
concentration de 10 ng/ml de peptide. Elle est trds proche de l inhibition produite par Tanticorps monoclonal 
0KT4 qui est de 86 Qfe. Un autre peptide de 12 acides amines : •T4-12- a un effet inhibiteur mod6r6 variable 
(38 Vo). 

Figure 2 

Si on compare l eHel inhibiteur de trois types de peptides "DR- se differenciant par le nombre d acldes 
amirws entourant la sequence RFOS :-DR.12-. "DR-?-. •DR-4-. on note une correlation entre la longueur des 
sequences peptidiques (1 sur I «e des abscisses de la fig. 2) et llntensitfe de l inhibition (en ordonnSes i la 

Ces eff ets sont aussi reproduclibles. et peuvent 6tre retrouv6s dans d'autres syst6mes de proliferation tels 
le systeme tubefculine ou tStanos (non repr6sent§). 

II a et6 vferifife par comptage des cellules au bleu de trypan que cette inhibition par les peptides n'fetait oas 
due 4 un effet cytotoxique. Aucune inhibition nest par centre observ6e dans un systdme induit par des 
lectines comme la PHA : . 

cpm 
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+ OKT^-D (1 pg/ml) 
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+ L243 (0,1 pg/ml ) 


40. 
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+ 
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+ -011-12- (5 pg/ml) 
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796 


PBL 


+ 
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+ ■'DR-12* (TO pg/ml) 


51. 


570 



1-3 Utiiisation de lignees T antigene spfecifique 

Quatre lign§es T auxiliaires (helper), specifiques du virus A/Bangkok ont 6t6 test6es avec les peptides de 12 
acides amines : 'DB-lZ" et -T,-12- utilises a 5 pg/ml final. Une inhibition tr6s significative de 60 o^ d 90 est 
par les deux peptides. On trouve une correlation entre les effets du peptide -DR-12- et de ranllcorps 
OKT4-A. Cette correlation d inhibition est retrouv6e avec le clone T helper SB 12 (decrit par FISHER et al) - 
aucune inhibition n'est observ6e avec le peptide •DR-12-. ni avec Panticorps OKT4-A Les r^sullats 
apparaissent au tableau 1 ci-apr6s. 

2 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes apres incubation sp6cif ique avec les pep tides anaionnp^ 
Afin de preciser le mfecanisme de rinhibition induile par le peptide •^DR-12\ des experiences — 
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Effet des peptides utilises sur des lianees T influenza 

gpeqAfiqufi? 

Peptides utilises a 5 pg/ml 
0KT4 A utilise a 1 ug/ml 

% d' inhibition sux la % d* inhibition sur la 
proliferation influenza production d'anticorps 





Lignees T 


•DR-12- 


0KT4 


A "14-12" 


"DR-12" 


0KT4 


A "14-1 


20 


PT3 


90 


85 


80 


/ 


/ 


/ 




MT4 


80 


85 


55 


/ 


/ 


/ 




PT2 


40 


75 


75 


/ 


/ 


/ 


25 


FPT1 


60 


65 


70 


/ 


/ 


/ 




Clone SB 12 


0 


12 


0 


75 


90 


20 


30 


0 % d' inhibition 


.:, PT3,: 


6000 cpm, 


MT4:6300 


, PT2 


: 5G00 








FPT1 


:4500, SB12: 15200 







Tableau 2 

TQgt de fonctionnalite et phenotvoe des populations 



CPM 



T + m-f + PHA 5$. 000 

T + + IL2 55.000 

T + mt + cd 17.000 

T + cd 2.246 

T seuls 1 .000 

Monocytes Sjeuls 184 

T : lymphocytes T 
iBT : monocytes 
V cd : candidine 



dlncubation des populations lymphoTdes purifites avec (es peptides ou des anticorps monoctonaux 
65 spfectfiques des molecules T* et HLA-DR ont 6t6 effectu6es. 
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U a d'abord 6t§ v§rifi6 que les diff brents traitements utilises pour s^parer les populations lymphoides. en 
particulier la L-teudne methyl ester. n*affecte pas la fonctlon des lymphocytes T el leur capacity S proGf^rer 
apr6s sttimitatfon par un antigfine ou un mitog^ne. II a aussi §t6 montr6 que la poputetkm T est suflisamment 
d^pouivue de monoqrtes pour feviter d'fevenluelles interferences dans les incubations. Les r6su1tats r6suttent 
du tableau 2. 

Sur te module des r§sultats obtenus anterieurement a Taide d'anticorps anthT4 (ou T4-D a 1 jig/ml final), on 
a cherch6 ^ mettre feventueltement en evidence une synergie d'inhibition entre peptides Equivalents de DR et 
anticorps anti-T4 ainsi qu'entre peptides Equivalents de T4 et anticorps anti-HLA-DR (20 a fmal). Les 

rEsultats apparaissent dans les tableaux 3 et 4. 

L'expErience 1 montre une synergie d*inhibition entre les peptides "DR-12"/'T4-12\ •DR-12'/anticorps 
aht»-HLA-DR : 20 ainsi qu'entre les anticorps monoclonaux OKT4D/2O6 et OKT4D/T4. 

Les memes synergies d'inhibitions sont retrouvfees dans rexp6rience 2 entre •DR-12" el "T4-I2" ainsi 
qu'entre T4-12' et OKT4D. 

Dans cette experience 2. ainsi que dans rexpErience 3, d'autres peptides de longueur ditferente ont §t6 
testes : 



TO 



15 



Tableau 3 

Ipnibitj^op proliferation de s lymphocytes T aor^ s 

incubations specifiaues a v ec les peptides Equivalents dfi 

T4 et de PR 



20 



Populations incubees 



Pourcentages d'inhibitions 



2$ 



Monocytes Experience 1 Experience 2 



Peptides utilises 



0 % 9300 cpm O % 7600 cpm 
100% 2000 cpm 100% 500 cpm 



0 


206 


10 


/ 


DR-12 


0 


0 


0 


DR-12 


206 


57 


/ 


0KT4D 


0 


5 


15 


0KT4D 


206 


75 


/ 


0 


T4-12 


0 


12 


DR-12 


T4-12 


48 


55 


0KT4D 


T4-12 


58 


45 


DR-12 


DR-12 


60 


/ 


0 


DR-12 


20 


/ 


0KT4D 


DR-12 


60 


/ 
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Peptides utilises a 1 pg/ml final 
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Inhibition de la prolife ration des Ivmphocvtes T apr^s 
incubations sp^cificnies avec les peptides equivalents de 

T 4 <ae P R 



Populations incubees 



Pourcentages d* inhibitions 



Monocytes Experience 2 Experience 3 



Peptides utilises 



0 % 7600 cpm O % 4000 cpm 
100% 500 cpm 100% 200 cpm 



DR-4 


0 


0 


0 


DR-4 


T4-12 


0 


20 


DR-7 (0,1) 


0 


/ 


10 


PR-7 


0 


/ 


25 


DR-7 (0,1) 


T4-12 


/ 


40 


DR-7 


T4-12 


/ 


65 


DR-12 


0 


0 


0 




T4-t2 


12 


10 


DR-12 


T4-12 


55 


90 


RGDS 


0 


0 


/ 


RGDS 


T4-12 


0 


/ 


Leu 1 


T4-12 


5 


/ 


Leu 1. 


DR-12 


0 


/ 



peptides utilises a 1 ug/ml 



45 



50 



55 



60 



"DR-7". 'DR-4*. De rK)uveau, aucune action inhibitrice de "DR-4" n'est observee et une action intermfediaire 
entre '•DR-4" et "DR-ia* est not6e pour !e peptide "DR-T" quand ii est utilise en synergie avec "T4-12\ 

Le test avec Tantlcorps Leu 1 (a 1 pg/ml final) montre que les inhibitions ne sont pas dues a un effet non 
sp6cifique lie k une simple incubation. 

Cependant, il est a noter Tinhibition oberv§e lors de Hncubation des monocytes avec le peptide '■DR-12' 
utilisfe synergie avec OKT4-D ou avec "DR-12*. 

3 - Inhibition de la rfeponse anttcorps 

Nous ayons test* si ces peptides "DR" pouvaient bloquer la fonction auxiliaire (helper) des tymphocytes T 
vis-^-vis des ceDules B. Apres separation par rosettes E. les populations sont recomtH'nfees d raison de 2.10* 
E+. 1,5.10* E- en presence des difffirents peptides : "DR-12*, "DR-4". leurs effets etant compares k celui de 
Tanttcorps monoclora! OKT4-A. Ce test sera fail k Uois concentrations finales : 0,1 jig/ml, 1 jig/ml, 10 
^g/ml - Figure 4. . 

Les effets sont tout i fait comparables a ceux obtenus lors des tests de proliferation antig^ne sp6cifique. 
De mSme, quarKi on compare les effets des peptides de ditfdrentes longueurs - Figures 5-6-7. Llnhibhion la 
plus 6lev6e a Ueu avec le peptide "DR-12", puis avec le peptide "DR-7". Une faible, voire aucune inhibition, 
n*est observ6e avec le peptide "DR-4". 



4 ' Inhibition de la rfeponse anticorps apres irKUJbation sp6cifiques avec les peptides analogues 

Le m^me type d'experiences a et6 effectufe dans le.cas de la r6ponse anticorps m vitro en incubant les 
lymphocytes T avec Tanticorps OKT4-A (0.1 ^g/ml ou 1 jig/ml final) ou avec le peptide ''PR-12" (1 jig/ml ou 5 
65 pg/ml final) ; les lymphocytes B sont incub^s avec le peptide "T4-12" (1 jig/ml ou 5 jig/ml final ) - Figure 8. 



18 



0 226 513 



Parandlemeni aux tests de prolif6ration. on note une synergic dlnhibillon ehtre "DR-12" et T4-12" et entre 
OKT4A et •T4-12". On note done une correlation entre •DR-12" et OKT4A. L'effet est aussi d§pendam de la 
dbse et reproductible. 

Les r^suttats des experiences d*inhibition de la proliferation des lymphocytes T induile par te virus influenza 
et de la production d'anticorps specifiques HLA-DR reslreints vis-^-vis du meme virus, par diff6rents peptides 5 
analogues de HLA et de T4 peuvent se rdsumer ainsi : 

- Deux peptides respectivement de 12 et 7 acides amines analogues de DR et comprenant la sequence RFDS, 
inhibent. de fagon significative et d6pendante de la concentration, la proliferation et I'eff et helper T sp6cifiqu€ 
du virus influenza. 

- Linhibition obtenue est parallele k celle consecutive d I'addition d'anticorps anti-T4, 11 est en particulier w 
interessant d observer que la proliferation speciFique d*un done T (SB 12) HIJ^-DR restreiht. n'est ni inhibee 

par les anticorps T4 ni par le peptide "DR-12". alors que Teffet helper pour la. production d^anticorps 
anti-influenza de ce clone est inhibe d la fois par les anticorps antl-T4 et le peptide "DR-12'. 

- II exisle un effet modere et variable d inhibition de la proliferation T et de la reponse anticorps anti-influenza 

par le peptide de 12 acides amines analogue de T4 rncluant la sequence RADS. /5 

- II semble exister une synergie dinhibition de la proliferation T et de la production d'anticorps lorsque les 
lymphocytes T sont preincubes avec le peptide "DR-12* ou un anticorps antl-T4, et les monocytes ou les 
lymphocytes B avec le peptide "T4-I2" ou un anticorps antiHLA-DR. 

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer I'effet inhibiteur des peptides 'DR-12" et "DR-Z" : 

- Ces peptides se fixent effectivement sur la molecule T4 a la surface des lymphocytes T et inhibent de fail 20 
rinteractton T4-cla5se .11 necessaire d Tactivation et indispensable lors de la cooperation T-B. 

En faveur de cette hypothese. on peut retenir la bonne correlation entre le degr6 d'lnhibition et le caract6re 
HLA-DR restreint de la reponse immune testee. 

Le fait que la proliferation specifique du clone SB n'est inhibee ni par le peptide "DR-12*. ni par Tanttcorps 
anti-T4, alors qu'une inhibition est observee dans la fonction helper par antl-T4 et le peptide ■DR-12'' indique 25 
egalement I'existence d'un etroit paralieiisme entre les deux inhibitions. 

Les reactions qui precedent permettent egalement retude de la capaciie de substances determlnees a 
exercer une action immunomodulatrice que ce soit au niveau des lymphocytes T4 ou 6e celui des molecules 
Hl^ et a detecter si rinteraction. induite par un antigene determine, entre les differents types de cellules qui 
pnt ete etudiees, rel6ve d'un type detenmine de molecules HLA, par exemple HLA-DR. 30 

Par exemple dans le cas d'une motecuie determinee. dorit aurait ete constatee la capacite d*inhiber les 
interactions, causees par un antigene determine, entre monocytes et lymphocytes T. d'une part, les 
lymphocytes T et lymphocytes B, d'autre part, lorsque cette molecule determinee as ete utillsee d une dose 
suivante. il sera ensuile possible, notamment en la substrtuant & Tun ou Tautre des peptides compiementaires 
dans les essais du type de ceux decrits par FISHER qui ont 6t6 decrits plus haut. de detecter si son mode 35 
d'action est ou non semblable a celui du peptide remplace. 

En variante. les peptides selon invention peuvent egalement permettre de detecter si les reactions 
immunitaires induites par un antigene determine reievenl d'une intervention ou non demoiecules HLA de 
classe II determinees. notamment de molecules HLA-DR. A cet effet les tests qui ont ete decrits plus haut 
pourront etre mis en oeuvre. si ce n'est que le virus influenza sera remplac6, dans les etapes ou celui-ci etait 40 
amene a intervenir. par cet antigene determine. Son mode d action, mettant en |eu ou non les molecules 
HLA-DR. dependra de I'observation ou non d'une inhibition des cooperations cellulalres qui auront ete 
constatees. 

Comme il va de soi et comme il resulte d ailleurs d6ja de ce qui precede. I'invention ne se limite nullement & 
ceux de ses modes d'applicatipn et de realisation qui ont et6 plus specialement envisages ; elle en embrasse 45 
au contraire toutes les variantes. 

II est entendu que toute la litterature technique a laquelle renvoie la bibliographie induse dans cette 
demande. notamment celle qui suit doit etre consideree come faisant partie de la pr6sente description, en ce 
qu*elle serait necessaire ^ Tillustration des points a partir desquels la presente invention a ete degagee. ' 
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Revendlcatlons 



1 - Peptide choisi parmi ceux qui sont represent6s par les formules g^n^rales : 
25 X RFDS Z 

X SDFR-- Z 

X SOAR Z 

X RADS-- Z 

X ----SDAK-- -Z 

30 dans lesquelles X est un atome d*hydrogene ou un groupe peptidlque avec une extr6mite N-terminalc et Z 

est un groupe OH ou un peptide ayant une extremity Crterminale, ces peptides X et Z ne contrevenant ; 
pas; lorsqu'its sont eux-m3mes constitu§s par des sequences peptidiques, a la necessity d'autoriser 
, Texposition de la sequence tetrapeptidique intense. . 

2 - Peptide selon la rever>dication 1, caract^rise en ce qu'H contient dans une meme structure Tun des 
35 tetrapeptides sus>tndiques et le t^trapeptlde Tmtroir' correspondant. les deux tetrapeptides 6tant 

connectes entre eux par un groupe peptidique interm^diaire distinct n*interferant pas avec la possibility 
d'exposition de chacun des deux tetrapeptides. 

3 - Peptide selon ta revendication 2, caract6ris6 par une chaine comprenant de 2 a 10 r^sidus alanine. 

4 - Peptide selon la revendication 1 , caract6ris6 par les formules : 



X 



R 


F 


D 


§ 


R 


F 


D 


5 


R 


■p 


D 


S 



EL 



X RE RFDS EL 



dans lesquelles cheque tiret repr^sente un r6sidu d'aminoacide et X et Z ont les significations 
sus-lndiquees. 

5 - Peptide cfK>isl parmi : 

50 REVLE WRFDS RLAFHHVAREL REVLE WRFDS KLAFHHVAREL REVl-E WRFDS KLAFHHMAREL 

6 - Peptide selon Tune quelconque des revendicalions 1 a 5, caract6rts6 en ce que le nombre total 
d'acides aminfes qu'il contient ne d^^passe pas 50, avantageusement est inf 6rieur k 30, voire meme a 20. 

7 - Peptide selon la revendication 1 de formule : 
X JRFDSD Z (XII) 

55 dans laquelle X et Z ont les significations sus-indiqu^es et J est A, V ou L ces peptides comportant de 6 & 

20, voire 30 r6sidus aminoacyle. 

8 - Peptide selon la revendication 7 caract6rts6 en ce qu'il est cfK>isi parmi : 
VRFDSD 

LRFDSDL 

60 9 - Peptide selon la revendication 1 de formule : 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquelle : 

X et Y ont les significations sus-indiquees, 
B est choisi parmi Y, S, D, F ou N. plus particuli^rement Y ou D, et 
65 J est choisi parmi A. Y. L et 
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avec F pouvant feventuellement 6tre remplac6 par Y. ces peptides comprenant de 12 i 20, voire 30 risidus 
aminoacyte. 

id - Peptide selon la revendicatibn 9, caract6ns6 en ce qu*il constste en un dodecapcptide. 

1 1 - Peptide selon la revendication 10. caract6fis6 par la formulia : 
EEBJRFDSVGE 

dans laquefle B a la signification sus-indiqu6e. 

12 - Peptide selon la revendication 10 dans lequel B est Y. 

13 - Peptide caractferis6 par la presence d'une sequence RADS. qui peut comporter jusqu*d 20. voire 
30 groupes r§sidus aminoacyle, et comportant de part et d'autre de la sequence RADS des sequences 
peplidiques n*interf6rant pas avec la capacity de la sequence RADS k §tre reconnue par des molecules 
HLA humaines, plus particulierement HLA-DR. 

14 - Peptide choisi parmi : 
RFDSAASDFR 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

15- Antlcorps de pr6f6rence monoclonaux. caract6ris6s par leur capacit6 de reconnaissance 
sp^cifique de Tun des peptides selon Tune quelconque des revendications 1 k 14. 

16- Proc6d6 dinhibition de Tadh^sion de virus LAV a des lymphocytes T4 comprenant la mise en 
contact soit des virus, soit des lymphocytes, avec un peptide confonna d Tune quelconque des 
revendications 1415. 

17 - Procede pour dfetecter dans un fluide biologique. par exemple te s6rum d*un malade, des anticorps 
dirig6s contre la region du g6nome du virus LAV qui contient la sequence RFDS» qui comprend ia mise en 
contact .de ce fluide biologlque avec le virus dans des conditions propres 4 permettre la reaction 
immunologiquesous-tendant la detection du virus. 25 

1 8 - Peptide choisi parmi Tun des suivants : 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
RLAFHHMAR. 

19 Anticoips monoclonaux sp6cifiquement dirig6s contre Tun des peptides de la revendication 18. 
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